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Introducéo

O termo microscépio é derivado da palavra em latim micro, que significa pequeno, e da palavra grega
skopos, que significa olhar. Ou seja, a funcéo de qualquer microscépio é tornar visivel ao olho humano os
micro-organismos que sdo muito pequenos para tal (KESTENBACK, 1994).

A microscopia iniciou-se com uma pequena lente, similar a uma lupa, e posteriormente foi substituida
pelo microscopio Optico, que utiliza a luz para observar as amostras. Sua resolucéo se mostra limitada devido
ao comprimento de onda da radiacéo incidente, surgindo a necessidade de corrigir este problema surge a
microscopia eletronica (KESTENBACK, 1994).

Apods a descoberta da 6tica geométrica, por Busch em 1926, e da 6tica eletrbnica de ondas, por
French, surge o primeiro microscopio eletrénico de transmisséo, descrito por Max Knoll e Ernst Ruskar em
1931, e em 1935 é construido o primeiro microscépio eletrénico de varredura (BOGNER et al., 2007).

A microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) permite observar e caracterizar microestruturas
internas de materiais com alta resolucdo, ja a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) apesar de
assemelhar-se ao MET é aplicada a observar a superficie das amostras, ou seja, sua principal aplicacao
baseia-se na analise topografica das superficies (HINKS, 2009).

O microscépio eletrénico de varredura possui uma grande profundidade de foco, atingindo 3 nm de
resolucdo (300 vezes maior que 0 microscépio Optico), consiste em uma sonda de elétrons que é focada
sobre a amostra, fazendo uma varredura em linhas paralelas (BORGNER et al., 2007).

As principais vantagens no seu uso incluem a facil preparacdo da amostra, ampla variedade de
magnitude, alta profundidade de campo e facil interpretacao das micrografias que sdo geradas e a diversidade
do tipo de informagdo. J4 as desvantagens estdo na dificuldade de examinar amostras isoladas e a
impossibilidade em examinar amostras hidratadas (JAMES, 2009).

A MEV tem evoluido e além de apresentar informacfes estruturais, tem apresentado informacdes
analiticas das amostras. Ha varios modelos e aplica¢8es, através do MEV com detector de espectroscopia
de energia dispersiva (EDS) com raios X, microanalise de raios X, pode-se além de gerar imagens, determinar
a composicao quimica da amostra (RAMOS, 2013).

Esta microandlise de raio X permite a analise qualitativa e quantitativa, permitindo mensurar os
elementos de interesse, como por exemplo, detectar o elemento e determinar sua localizacdo na amostra
estudada, utilizada principalmente por pesquisadores das areas de engenharia, quimica e afins (RAMOS,
2013).

Paralelamente ao desenvolvimento da microscopia eletrbnica € importante destacar o
desenvolvimento de computadores, softwares e imagens digitais que facilitou a analise e a publicagdo dos
achados do microscopio (DEDAVID et al., 2007)
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Através da necessidade dos pesquisadores em conhecer as vantagens de cada tipo de microscépio
para analises bioldgicas, este estudo busca através de uma revisao bibliogréafica, de carater exploratério-
descritivo e de metodologia qualitativa, o objetivo de demostrar a importancia da microscopia eletrénica de
varredura e suas aplicaces.

Desenvolvimento

Principios de Funcionamento

Segundo Dedavid et al (2007), os componentes do MEV sao: canhao eletrénico, coluna composta
por uma série de lentes eletrbnicas, uma camara para amostras, detectores e sistema de vacuo.

Utiliza-se um feixe de elétrons, que explora a superficie da amostra de ponto a ponto, fazendo uma
varredura, através de uma bobina de deflex&o o feixe pode ser guiado e o sinal daimagem resulta da interagao
deste feixe com a superficie da amostra. O detector € quem recebe o sinal e o0 modula, permitindo a
observagéo, conforme observa-se na Figura 1 (DEDAVID et al., 2007).
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Figura 1. Esquema dos componentes basicos da MEV (DEDAVID et al, 2007).

A maioria dos equipamentos utiliza como fonte de elétrons um filamento de tungsténio (W) aquecido,
operando em uma faixa de 1 a 50 kV de aceleracgédo, o feixe € acelerado através da tenséo entre o filamento
e 0 anodo, mm seguida ele é focalizado por uma série de trés lentes eletromagnéticas com didmetro menor
qgue 4 nm (DEDAVID et al., 2007). A cAmera de amostra é dotada de controles para mover o material em
exame e localiza-se na base da coluna (GRIMSTONE, 1980)

Entdo os detectores coletam as diferentes interagdes entre o feixe primario e a amostra, resultando
em elétrons secundarios ou retroespalhados, que originam os principais sinais utilizados na obtencéo da
imagem (DEDAVID et al., 2007).

A interacao entre o feixe eletrdnico e a amostra resulta em varios efeitos, na técnica de energia
dispersiva (EDS) pode-se obter informagdes sobre a estrutura ou composicao da amostra através da emissao
de raio-x de comprimento de onda caracteristicos. Estes raios-x podem ser coletados através de um detector
especifico (GRIMSTONE, 1980)
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Para amostras bem preparadas pode-se utilizar uma aceleracao de 20 a 25 kV, pois ganha-se na
resolucao, ja para amostras mais sensiveis é aconselhado baixar a aceleracdo para 5 kV. A escolha da
distancia entre o topo da amostra e o local da saida do feixe de elétrons deve ser baseada na ideia que
pequenas distancias favorecem a resolucédo de foco, ja as distancias maiores garantem profundidade do foco
em amostras de grande volume (SILVEIRA, 1998).

Preparacdo das amostras

As amostras podem ser de origem biol6gicas ou ndo biolégicas. As biolégicas sdo por sua natureza
hidratadas, necessitando de algumas etapas para posterior observacdo no MEV. Apenas alguns materiais
resistentes e com baixo teor de 4&gua como semente, espiculas, cuticulas de insetos podem ser observadas
com uma preparagdo minima. Em geral as amostras passam por um processo de desidratacdo que vai
depender da sua natureza (GRIMSTONE, 1980).

As amostras devem ser representativas e as etapas se dividem em coleta, sele¢do, limpeza,
estabilizacéo da forma (fixacéo) e desidratacdo com acetona ou etanol (SILVEIRA, 1998).

Os materiais, ap0s estas etapas, passam pelo processo de secagem ao ponto critico do CO2, onde
este na forma liquida é lentamente aquecida e passa imperceptivelmente da fase liquida para a gasosa, a
expansdo deste gas dentro da camara faz a pressdo subir acima da pressdo critica de CO:z (73 atm),
mantendo a temperatura da camara acima de 31° C (onde néo ha risco de liquefagdo do gas) (DEDAVID et
al., 2007).

Nesta transicdo de fase gradual, a densidade da fase liquida se mantém igual da fase gasosa,
portanto a tensdo superficial € zero, a amostra € removida seca da camara sem alteracdo a sua forma
(DEDAVID et al., 2007).

Estando o material seco, ele deve ser montado em uma camara de amostras (porta-amostras), varios
tipos de adesivos podem ser usados, sendo a fita de carbono a mais indicada por ser condutora e auxiliar no
escoamento de elétrons. E por fim independente do método utilizado toda amostra ndo condutivel passa por
uma etapa de metalizagdo onde utiliza-se ouro ou carbono para recobrimento da amostra, onde as camadas
depositadas podem melhorar a emiss@o de elétrons, melhorando a chance de obtencdo de imagens
satisfatérias (GRIMSTONE, 1980).

As amostras devem preferencialmente ser fotografadas imediatamente apos a preparacao, podendo
ser conservada em um dissecador com silica-gel, se necesséario. Para observacdo, como a maioria das
amostras sao biolégicas, elas precisam de baixa aceleracao, para que haja melhor informacao topografica da
superficie. Para assegurar melhor imagem, as lentes devem estar em um correto alinhamento com o canh&o
para o ajuste do foco, e também deve ser usado um filme de boa qualidade e estar atento as condi¢des do
registro como: brilho, contraste e velocidade da varredura. (DEDAVID et al., 2007).

Aplicacdo para utilizacdo do MEV

O MEV é um aparelho auxiliador, que pode revelar informag6es rapidamente sobre a morfologia e
identificacdo de elementos quimicos de amostras sélidas. Por esse motivo, é grande a sua utilizacao em
biologia, odontologia, farmacia, engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina e geologia (DEDAVID,
2007).

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) revela uma riqgueza de detalhes, sendo assim, tem sido
possivel que taxonomistas identifiquem espécies, pois encontram informacdes detalhadas e importantes para
a classificacdo das mesmas (GRIMSTONE, 1980).

A principal raz8o da utilizacdo da microscopia eletrbnica de varredura, € sua Otima resolucdo
alcancando valores da ordem de 2 a 5 nan6metros, tornando-se assim, uma ferramenta bastante importante
em atividades de pesquisas, pois sem ajuda destes aparelhos, o olho humano tem um poder de resolugéo de
1/10 milimetro, ou 100 micrdmetros. Amostras utilizadas em pesquisas, podem alcangar uma resolugao
melhor ainda, de até 1 nandmetro. (NAGATANI, 1987).

Atualmente o microscopio eletrénico de varredura € o instrumento mais versatil usado para avaliagao,
exame topografico e analise das caracteristicas microestruturais de amostras tanto biolégicas como néo-
biolégicas (CASTRO, 2001).
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Sendo assim, as principais aplicacdes do MEV s&@o com objetivo de avaliar detalhes estruturais finos,
objetos pequenos e tridimensionais. Portanto, o microscopio também vem sendo usado em andlises de
objetivos como grdos de poélen, esporos de fungos, superficies de folhas, ornamentacdo superficial de
sementes de frutos, cuticulas e ovos de insetos, e pequenos fésseis (GRIMSTONE, 1980).

Somente estruturas superficiais podem ser examinadas com o MEV. E além destes exames, as
aplicacdes do microscopio eletrénico de varredura (MEV) incluem desde estudo de organismos inteiros,
tecidos e drgdos, até em certos casos, visualizagdo in situ de organelas subcelulares. Consequentemente,
este é utilizado para estudar células inteiras, tecidos e superficies de diversas estruturas (CASTRO, 2001).

Para os paleontélogos, a utilizacdo da microscopia eletrbnica de varredura, tem permitido e
contribuido com a distin¢gdo de fésseis, através de dados obtidos com fins estratigraficos. Sendo assim, em
gualquer area de pesquisa, a MEV tera grande valor em detalhes, quando se fizerem necessarios
conhecimentos de topografias superficiais (GRIMSTONE, 1980).

Além desses materiais, fungos fitopatogénicos podem ser avaliados com o auxilio de um microscépio
eletrénico de varredura, esporos de ferrugem, ramos, folhas ou frutos que apresentem lesGes ocasionadas
pelo fungo (CASTRO, 2001).

Tecidos animais ou vegetais, que apresentem infec¢cdo externa por bactérias, sdo geralmente
preparados, como para observagdo de qualquer estrutura externa. Visualizagdo de estruturas de artrépodes
e vermes, como nematddeos. Mucosas animais, andlise de dentes e cabelos também sdo materiais que
podem ser observados pela MEV, desde que haja uma prévia preparacdo dos materiais, como por exemplo
a remocdao de detritos, sangue ou muco (CASTRO, 2001).

Conclusao

O microscopio eletrénico de varredura possui uma grande profundidade de foco, atingindo resolugéo
300 vezes maior que o microscopio 6ptico. O MEV utiliza um feixe de elétrons, que explora a superficie da
amostra de ponto a ponto, resultando em uma imagem a partir da interacao deste feixe com a superficie da
amostra.

As amostras devem ser representativas e as etapas se dividem em coleta, selegéo, limpeza,
estabilizacdo da forma (fixacéo) e desidratacdo com acetona ou etanol.

As principais vantagens no seu uso incluem a facil preparacdo da amostra, ampla variedade de
magnitude, alta profundidade de campo e facil interpretacdo das micrografias que sao geradas e a diversidade
do tipo de informacéo.

Em suma, o microscépio eletrénico de varredura (MEV) revela uma riqueza de detalhes, podendo ser
utilizado em uma infinidade de amostras, como: identificagdo de espécies, morfologia e identificacdo de
elementos quimicos, graos de poélen, esporos de fungos, superficies de folhas, sementes de frutos, cuticulas
e ovos de insetos, pequenos fosseis, organismos inteiros, tecidos e 6rgaos, organelas subcelulares, distingéo
de fosseis, fungos fitopatogénicos, esporos de ferrugem, ramos, folhas ou frutos, tecidos animais ou vegetais,
gue apresentem infecgdo externa por bactérias, mucosas e até mesmo, dentes e cabelos.
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